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研究成果の概要（和文）：ヒト骨肉腫におけるNotchシグナル阻害下流因子の検討を行ったところ、HEY1の発現の上昇
を認めた。HEY1ノックダウンにより細胞浸潤能は低下し、HEY1を過剰発現すると細胞浸潤能が促進した。HEY1ノックダ
ウンにより活性型MMP9の発現が低下した。またヒト骨肉腫細胞株および骨肉腫患者生検組織においてMMP9の発現してお
り、HEY1ノックダウンした骨肉腫細胞株に活性型MMP9を加えると、細胞浸潤能が回復した。骨肉腫細胞マウス Xenogra
ft Modelでは、HEY1ノックダウンにより肺転移巣が減少した。HEY1の制御は骨肉腫の浸潤、転移を制御する分子治療タ
ーゲットとなることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Activation of the Notch pathway has been reported in various types of cancers. 
However, the role of the hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1 (HEY1) in osteosarcoma 
is unknown. HEY1 was upregulated in human osteosarcoma. Knockdown of HEY1 inhibited the invasion of 
osteosarcoma cell lines. In contrast, the forced expression of HEY1 increased the invasion of mesenchymal 
stem cell. In addition, lung metastases were significantly inhibited by the knockdown of HEY1. We found 
that MMP9 was a downstream effector of HEY1 that promotes the invasion of osteosarcoma cells. Knockdown 
of HEY1 decreased the expression of MMP9. Addition of MMP9 rescued the invasion of osteosarcoma cells 
that had been rendered less invasive by knockdown of HEY1 expression. Our findings suggested that HEY1 
augmented the metastasis of osteosarcoma via upregulation of MMP9 expression. Inhibition of HEY1 may be a 
novel therapeutic strategy for preventing osteosarcoma metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
Notchシグナルは胎生期において重要な増殖
因子で幹細胞の維持・増殖や、中枢神経系・
造血・筋、体節などの発生に関与しているこ
とが知られている。一方で Notch シグナルの
異常活性化が血液系悪性腫瘍、脳腫瘍、乳癌、
肺がん、肝臓癌、などの多くの悪性腫瘍に関
連していることも報告されている。我々はこ
れまでに Notch シグナル下流転写因子であ
る RBPJ をターゲットとして阻害すると、in 
vitro, in vivoにおいて骨軟部肉腫の増殖抑制
作用を示すことを報告した（下図）。 

 
骨軟部肉腫における Notch シグナルの下流
因子の機能に関する詳細な研究は申請者ら
が調べた限り皆無である。 
 
２．研究の目的 
申請者らは Notch シグナル下流因子である
hairy/enhancer-of-split related with YRPW 
motif （HEY1）の下流で細胞の浸潤能の低
下に関与する遺伝子の発現が変化すること
を preliminary なデータながら明らかとして
いる。この遺伝子は細胞の増殖・浸潤能に深
く関与している重要シグナルの分子である。 
Notchシグナルによるこれら遺伝子の発現制
御メカニズムを詳細に解析し、Notch シグナ
ルによる細胞浸潤・転移能を制御する分子メ
カニズムを明らかとすることで骨軟部肉腫
の新規分子標的治療法の確立に貢献するた
めの研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) Notch シグナル下流因子の機能解析のた
めに骨軟部肉腫細胞株で HEY1 をノックダウ
ンして浸潤・転移能を in vitro, in vivo で
検討した。 
(2) HEY1を間葉系幹細胞に強制発現させて細
胞移動・浸潤能への影響を検討した。 
(3) HEY1 により、発現や活性が制御される遺
伝子を骨軟部肉腫細胞株で活性制御・ノック
ダウンして細胞転移能を in vitro, in vivo
で検討することによりそれら遺伝子の機能
を解明。 
(4)上記すべての遺伝子の活性を臨床検体で
検討して化学療法の効果・予後予測応用の検
討。 
 

４．研究成果 
 
(1) 定量的 PCR法でヒト骨肉腫細胞株および
骨肉腫患者生検組織におけるNotch関連遺伝
子の発現変化を検討し、正常骨芽細胞と比較
して HEY1 の発現の上昇を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) Membrane assay で、HEY1 ノックダウン
により細胞浸潤能は低下し、HEY1 を過剰発現
すると細胞浸潤能が促進した。 

 

 
 
 
(3) HEY1ノックダウンによる細胞浸潤に関与
する遺伝子の変化を検討した結果、matrix 
metallopeptidase 9 (MMP9)の発現の低下を
認め、HEY1 ノックダウンにより活性型 MMP9
の発現が低下した。 



 
 
(4) 定量的 PCR法にてヒト骨肉腫細胞株およ
び骨肉腫患者生検組織において MMP9 の発現
が亢進していた。 
 

 

 
 
(5) Membrane assay にて HEY1 ノックダウン
した骨肉腫細胞株に活性型MMP9を加えると、
細胞浸潤能が回復した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) 骨肉腫細胞マウス Xenograft Modelでは、
HEY1 ノックダウンにより肺転移巣が減少し
た。 

 
 
骨肉腫細胞の浸潤、転移には Notch シグナル
の下流遺伝子である HEY1 が MMP9 を介して関
与していることが示された。現在、骨肉腫に
おける HEY1 による MMP9 の発現亢進メカニズ
ムの解析を行っている。HEY1 の制御は骨肉腫
の浸潤、転移を制御する分子治療ターゲット
となることが示唆された。本研究成果は骨軟
部腫瘍領域で新しい発見であり、今後の分子
標的治療ターゲットとして期待できるので
さらなる研究が望まれる。 
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